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論文内容の要旨
遺伝子 (DNA， RNA) は，遺伝情報を保存し，それを子孫に伝える情報伝達手段として，すべての生命活動におい
て重要な役割をはたしている。 1953年の DNA 二重らせん構造の発見に端を発して，その後の30年間で遺伝子塩基配列
とタンパク質のアミノ酸配列の関係解明，制限酵素の発見，塩基配列の直接解祈方法の発明，遺伝子の化学合成方法
の発明，蛋白質の高発現ベクターとその宿主の開発，核酸や蛋白質の分離精製技術の進歩， PCR 法の発明など重要な
発見・発明が相次ぎ，遺伝子を解析し合成し操作する技術は驚異的に進んだ。筆者はこれまで DNA プロープ法と
Polymerase Chain Reaction (PCR) 法を用いた臨床診断技術の研究開発に携わってきた。その成果を本論文にて論
じた。
第 1 章では DNA プロープによる毒素遺伝子の検出について述べた。
修飾塩基を含む DNA を合成し，これをアルカリ性ホスブアターゼ (ALP) で標識した DNA プロープとして，毒素
原性大腸菌の易熱性毒素 (LT) の遺伝子を非放射的に検出する系を構築した。本法は非常に特異的に LT 遺伝子を検
出したが，感度に問題が残され，臨床検体からの LT 遺伝子の直接検出は困難であった。
第 2 章以降では， PCR 法を応用した病原菌・ウイルスの検出について述べた。
PCR は， DNA 合成酵素とプライマーと呼ばれる 2 本の短い DNA を用いて，特定の遺伝子配列を持つ DNA を指数
級数的に (N回の反応で 2N 倍に)増幅する技術である。当初は加熱過程で失活する DNA 合成酵素を反応の度に加え
なくてはならず， laborious な作業であったが，これも耐熱性酵素 (Taq pol)の導入により改善され，温度の上下だ
けで PCR が行えるようになった。更に温度の上下変化が機械化され自動化されると， PCR 法は細菌などの病原性微生
物の検出や，遺伝子変異に原因を持つ遺伝子疾患の診断に広く応用されるに至った。わけでもヒト由来の検体(血液，
曙疾，尿なりから本来そこに存在することのなし」病原性微生物に特有の遺伝子配列を検出して起因菌を同定す
る診断技術の確立には多大の努力が払われ，現在では臨床検査医学の場においても日常的に遺伝子診断が実施される
に至っている。
第 2 章では，血清中の HCV-RNA を単酵素でワンチュープで増幅する検出系の構築を試み，その臨床応用も併せて検
討した。
C型肝炎ウイルス (HCV) は 1989年に初めて確認されたウイルスで，従来本邦において「血清肝炎J とか「非A非
B肝炎」と呼ばれていた肝炎の大半において，その起炎ウイルスであることが解明された。日本には数百万の単位で
潜在的患者が存在すること，高い確率で慢性化し40~50年の経過を経て肝硬変から肝癌にまで至ること，一部の患者で
このウイルスの駆除にインターフエロン治療が有効であることなどが次々に報告され， PCR によって HCV-RNA を
検出し，患者の治療状況をモニターする試みも行われた。しかし， HCV はゲノムに RNA を持つ iRNA ウイルス」
である。 RNA の逆転写を伴う PCR 増幅は決して技術的に簡単ではなく，精度管理も難しい。このため一般の臨床検
査室レベルで日常的に行われることは殆どなかった。筆者はこの iPCR による RNA の増幅と検出J をより普遍的に
行うことのできるシステムの構築を試みた。 Thennus ther mo戸hilus の DNA 合成酵素 (Tth po1)により可能になっ
た単酵素 RT-PCR と， DNA プロープをマイクロウエルプレートに固相して用いる方法を併せ用いて構築したシステ
ム (PCR-MWP 法)は，臨床の場で体外診断用医薬品としての検討を行い， HCV-RNA の検出において高い感度と特
異性を有し，十分実用の域に達しているとの評価を得た。筆者が構築したシステムは，現在では広く一般の臨床検査
の場で用いられている。
第 3 章では，微小ラテックス粒子に合成 DNA を固定し，これを用いた「ハイブリツドサプトラクション」法の検討と，
HIV-1 DNA および HCV-RNA の特異的濃縮・抽出と検出について述べた。
微小ラテックス粒子に (dT) 30mar を結合した oligo (dT) 3o-1atex は，ポリ (rA) *テールを有する mRNA を効
率良く分離精製できる。この oligo(dT) 3o-1atex が mRNA と結合した状態で逆転写酵素を作用させると， (dT)30 mer 
がプライマーとして働き，ラテックス上に cDNA ライブラリーができることを示した。この cDNA を用いて，別の
mRNA (mRNA') から始めの mRNA に共通な RNA を引き抜き(ハイブリッドサプトラクション)， mRNA' に特有
のメッセージを濃縮するモデル実験に成功した口これにより，例えば imRNAJ を正常細胞から， imRNA'J を癌細
胞から抽出し使用することで，癌細胞特有に発現するメッセージを容易に抽出できる可能性が示された。また，微小
ラテックスに DNA を固定した粒子が，その DNA 塩基配列に特異的な核酸を抽出する道具として使用できることが
明らかになったので，これを複数の血液検体をプールした中からの HIV-1DNA を濃縮，検出に応用することを試み
た。単に末梢血中の白血球 DNA を抽出し， PCR にかけたときに比べ，ラテックス DNA プローずによる HIV-1 DNA 
の濃縮を行うことで，検出感度が数十倍改善され， 100人分近くのプール検体を一度の PCR により検査できることを
示した。さらに，この方法が RNA の抽出にも応用できることを示した。大量の血清から HCV-RNA を簡便な操作で
抽出し， PCR に供することで，検出感度を高めることに成功した。筆者が開発したこの抽出方法は，前章の HCV-RNA
を検出する MWP 法と併せて，臨床の場で実用に供されている。
第 4 章では，胃液中の H. pylori D N A の検出系の構築を目的に検討を行った。
Helicoba臚r ?lori (H. þylori) は 1983年に初めて報告された細菌で，細菌として初めて発癌との関連が WHO から
報告され，注目を集めている。その検出には内視鏡的に採取した胃組織片を検体として用い，培養，ウレアーゼ活性
検査などによるのが一般的である。臨床検査において検体採取は可能なかぎり簡便で非侵襲性であることが望まれる
が，内視鏡検査の実施は患者にとって苦痛が大きい。筆者は採取がより簡単で， DNA の抽出も容易な胃液を検体とし
て PCR を用い H. pylori DNA を検出することを試みた。従来の培養方法では胃液から H. pylori が検出されることは
まず無い，とされていた。しかし胃液は使い捨てのスポイト様の医療機器で経鼻的にも採取可能であり， DNA の抽出
も容易でトある。また，菌分布の均一性も期待できる。筆者の検討した胃液からの H. 向!lori DNA の検出成績は，従来
の胃組織を用いた培養などの検査に比べ極めて高感度で，臨床的にも胃炎，胃潰揚，十二指腸潰揚の存在とよく一致
した。また，治療経過観察にも有効で，胃液中の H. 点~vlori DNA の消失と患者からの恒久的 H. þylori 駆除には高い相
関が見られることが判明した。
以上。
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論文審査の結果の要旨
本研究は，分子遺伝学的手法を応用してウイルスおよび細菌による感染症を診断する技術を確立することを目的と
している。
始めに酵素で標識した DNA をプロープとして，特定の毒素遺伝子を持つ大腸菌 (ETECLT) を検出する系を構築
した。菌を分離培養した後， DNA を精製してその中から目的とする遺伝子を検出する方法であるが，本法は従来の放
射性標識プロープと同等の性能を有することを示した。
次に Polymerase Chain Reaction (PCR) を用いた DNA/RNA 検出系を構築し，その臨床的有用性を検討した。
C型肝炎ウイルス (HCV) は未だに培養方法が確立されておらず， PCR を用いた HCV-RNA の検出が最も高感度な
確定診断法である。著者は PCR よる RNA 増幅と，マイクロプレート法による増幅された DNA の検出を組み合わせ
た HCV-RNA 検出用システムを構築し，これを用いて HCV-RNA が高感度に検出できることを示し，インターブエ
ロン治療の有効性を早期判定できる方法を開発した。またこれを応用して，従来は治療中での判定が難しかった著効
例と一部有効例の鑑別が高い確率で行えることを明らかにした。さらに輸血を介するヒト免疫不全症候群ウイルス 1
型 (HIV-1) の感染防止には血液の完全な検査が要求されるが，現行の抗原抗体反応による検出法では感染初期のウ
インドウ期を見逃すため，これも HIV-1 RNA の直接検出が望まれる。しかし感染初期には血中 HIV-1 濃度は低く，
これを高感度に検出するには何らかの方法で事前にウイルス RNA を濃縮する必要があると考えた。そこで著者は
DNA プロープを固相化したラテックス微小粒子を用い，多量の血清中に存在する数分子の RNA を選択的に抽出し，
増幅して検出しうることを初めて示した。
また胃疾患との関連が示唆されている Helicobacterpylori (H. pylori)においては，採取が容易な胃液を検体とする
ことで，肉体的負担の大きい内視鏡検査によらずに H. pylori を迅速に検出できる可能性を示した。また，治療による
胃液からの H. 戸，ylori の消失が治療の有効性と相関することも明らかにした。
これらのうち特に筆者が本研究において開発した HCV-RNA の検出系並びにラテックス粒子による核酸の精製方
法は，すでに広く実用に供され医療の場に貢献している。
以上によって，本研究は学位に値すると認められる。
